VERTRAG UB^DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEh 
AL^EM GEBiET DES PATENTWESM|| 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikei 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



NARBEIT 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

25824 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formbiatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 01/00746 


Internationales Anmeldedatum 
( Tag/ Mo n a t/Jahr) 

24/01/2001 


(Fruhesles) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

24/01/2000 


Anmelder 

MELTEC MULTI-EPITOPE-LIGAND-TECHNOLOGIES GMBH 



Dieser internaiionale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikei 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfa3t insgesamt_5 Blatter. 

fx^ Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



□ 

□ 
□ 
□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Rege! 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in schhftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden Ist. 

Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftNche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaf3ten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

I I Bestimmte Anspriiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
[X] Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung {siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 
VERANDERUNG VON OBERFLACHENPROTEINEN DURCH AMINOPEPTIDASE - INHIBITOREN 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

\yl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

, wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
" " Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



I wie vom Anmelder vorgeschlagen OTj keine der Abb. 

, weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
! wei! diese Abbiidung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Forrnblatt PCT ISA 21 C (Blatt 1 ) (Juli 1998) 



INTERNATIONAli^WECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

>CT/EP 01/00746 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel I7{2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 



1 . I I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. ^ I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Telle der internationalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wentg entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. [ I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da3 diese Internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1 . ! Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dleser 
■ ' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhn werden konnte, der eine 
' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fa3t: 

1 - 8 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs j ^ Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

■ ' Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT. iSA.'2 1 0 {!^ortsetzung von Blatt 1 {1))(Juli 1998) 




Internationales Aktenzeichen PCT/EP 01 /00745 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 



210 



Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestel 1 t , daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Anspruche: 1-8 

Verwendung von Ami nopepti dasen-I nhi bi toren zur Behandlung 
von Tumor- und Imnunkrankhei ten 



2. Anspruche: 9-15 

Verfahren zur Identi f i kation von Aminopepti dasen-Inhibi toren 
mit der Fahigkeit zur Blockierung der Pol ari si erung von 
Tunior-/Inmunzel 1 en 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCJBl 01/00746 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEWNSTANDES 

IPK 7 A61K38/48 A61K31/40 G01N33/574 G01N33/50 A61P35/00 
A61P37/00 

Nach der Jnternationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nat)onalen Klassifikation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchierter Mindestprufstotf (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 A61K A61P 

Recherchierte aber nicht zum Windestprufstoff gehorende Veroflentlichungen, soweit diese unterdie recherchierten Gebiete fallen 
Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Nanne der Datenbank und evtl, venA/endete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , PAJ, WPI Data, CANCERLIT, MEDLINE, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie° 



Bezetchnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Tetle 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 98 44923 A (SLOAN KETTERING INST CANCER 
;XU YANG (US); SCHEINBERG DAVID (US)) 
15. Oktober 1998 (1998-10-15) 
*siehe insbesondere Anspruche, Seite 5, 
Zeile 18 - Seite 6,Zeile 7;Seiten 14-22* 

EP 0 167 936 A (MICROBIAL CHEM RES FOUND) 
15. Januar 1986 (1986-01-15) 
*siehe Anspruche; Seite 6, Zeilen 
l-13;Seite 7, Zeilen 9-15; 

-/-- 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

'A" VerCffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aiteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priontatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VerOffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstel'ung oderandere MaGnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" SpStere VerOlfentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer TStigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlicfiung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Vert^indung fur einen Facnmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



Absendedatum des internationalen Recherchenbenchts 



2. Juli 2001 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B, 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel (^31-70) 340-2040, Tx 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 

-ombiatT PCT 'SA-JiC '3 at: 2i :JjIi i992i 



Bevollmachtigter Bediensteter 



ISERT B. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.{For1setzung) ALS WESENTLICH ANGESl 



Internationales Aktenzeichen 



PC, 



»E UNTERLAGEN 



01/00746 



Kategorie'' Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



■ Betr. Anspruch Nr. 



YAMAZAKI ET AL. : "Effect of ubenimex on 

the irmune system of patients with 

hematologic malignancies" 

BIOMEDICINE & PHARMACOTHERAPY, 

Bd. 45, Nr. 2-3, 1991, Seiten 105-112, 

XP0OO999559 

*siehe die Zusammenfassung, und label len 
II, III* 

KAGECHIKA ET AL: "Potent 
homophthal imi de-type inhibitors of 
B16F10/L5 mouse melanoma cell invasion" 
BIOLOGICAL PHARMACEUTICAL BULLETIN, 
Bd. 22, Nr. 9, 1999, Seiten 1010-1012, 
XP000986267 

in der Anmeldung erwahnt 

*siehe insbesondere die Zusanmenfassung; 

Figs. 1,2 * 

LENDECKEL ET AL.: "Inhibition of alanyl 
aminopeptidase induces MAP-kinase 
P42/ERK42 in the human T cell line KARPAS 
299" 

BIOCHEMICAL BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, 

Bd. 252, Nr. 1, 1998, Seiten 5-9, 
XP0009991O2 

*siehe insbesondere die Zusammenfassung 
und Fig. 2 * 
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j I 

! 

-ormDJat; PCT-iSA,210 :Fc'!ss:zjng vQr 3, art 2;. Jjli 1932' 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

InformaiiDn on patent family members 



International Application No 

P|^P 01/00746 



Patent document 
1 cited in search report 


'^^^ Publication ' 
date 1 




Patent family 
member(s) 




Publication 
date 


1 wo 9844923 A 


15-10-1998 


NONE 






EP 0167936 A 


15-01-1986 


JP 


61015840 


A 


23-01-1985 






CA 


1241501 


A 
n 


UD - lyOO 






DK 


301585 


A 


04-91-1986 






US 


4653342 


A 


05-05-1987 






ZA 


8504978 


A 


26-02-1986 



L 



Form PCT ISA 21 0 .patent tan ,;y anex; .v.'U'y i 532' 



Anhang 

MITTEILUNG UBER DAS ER 
TEILRE 



ecTTef 



mblatt PCT/ISAy206 
S DER INTERNATIONALEN 
RCHE 



.les Aktenzeichen 



PCT/EP 01/00745 



1 .Diese Mitteilung ist ein Anhang zur Aufforderung zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren (Formblatt PCT/ISA/'206). 
Sie unterrichtet uber das Ergebnis der internationalen Recherche zu den Teiien der internationalen Anmeldung, die 
sich auf die in den folgenden Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung beziehen: 

1-8 

2-Bei dieser Mitteilung handelt es sich nicht um den internationalen Recherchenbericht der nach Artike! 1 8 und Regel 43 
erstellt wird. 

3. Zahlt der Anmelder die zusatzlichen Recherchengebuhren nicht, so gelten die Angaben in dieser Mitteilung als Ergeb- 
nis der internationalen Recherche und werden in dieser Form in den internationalen Recherchenbericht aufgenommen. 

4. Zahit der Anmelder zusatzliche Gebuhren so werden in den Recherchenbericht sowohl die Angaben dieser Mitteilung 
als auch das Ergebnis der internationalen Recherche zu den ubrtgen Teiien der internationalen Anmeldung aufgenom- 
men, fur die zusatzliche Gebuhren entrtchtet wurden. 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der m Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 98 44923 A (SLOAN KETTERING INST CANCER 
;XU YANG (US); SCHEINBERG DAVID (US)) 
15. Oktober 1998 (1998-10-15) 
*siehe insbesondere Anspriiche, Seite 5, 
Zeile 18 - Seite 6,Zeile 7;Seiten 14-22* 

EP 0 167 936 A (MICROBIAL CHEM RES FOUND) 
15. Januar 1986 (1986-01-15) 
*siehe Anspriiche; Seite 6, Zeilen 
l-13;Seite 7, Zeilen 9-15; 

YAMAZAKI ET AL. : "Effect of ubenimex on 

the inmune system of patients with 

hematologic malignancies'* 

BIOMEDICINE & PHARMACOTHERAPY, 

Bd. 45, Nr. 2-3, 1991. Seiten 105-112, 

XPO0O999659 

*siehe die Zusanrnenfassung, und Tabellen 
II, III* 

KAGECHIKA ET AL: "Potent 
homophthal imi de-type inhibitors of 
B16F10/L5 mouse melanoma cell invasion" 
BIOLOGICAL PHARMACEUTICAL BULLETIN, 
Bd. 22, Nr. 9, 1999, Seiten 1010-1012, 
XP000986267 

in der Anmeldung erwahnt 

*siehe insbesondere die Zusamnenfassung; 

Figs. 1,2 * 

-/-- 
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Weitere Ver6ffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



Besortdere Kategonen von angegebenen Verfittentlichungen : 
A" VerOffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
E" afteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum vercffentlicht worden ist 

Veroffenttichung, die geeignet ist. einen Priontatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu iassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung beiegt werden 
sod Oder die aus emem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgef'jhrt) 

■ Veroffentlichung, die sich auf eine mCtndttche Otfenbarung. 

e:ne Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
Veroffentlichung. die vordem tnternaiionalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Pnoritatsdatum vercffentlicht worden ist 



"T' SpStere Veroffentlichung, die nach dem intemabonalen Anmeldedatum 
Oder dem Pnontatsdatum vercffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung vcn besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend l^etrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
VerOffentlichungen diese Kategorie in Verbtndung gebracht wird und 
diese Verfcindung fur emen Fachmann naheliegend ist 

"i" Veroffentlichung. die Mitgtied derselben Patentfamilie ist 
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Anhang 

MITTEILUNG UBER DAS ER 
TEILRE 



ectIef 



mblatt PCT/ISA/206 
S DER INTERNATIONALEN 
RCHE 



ales Aktenzeichen 



PCT/EP 01/0G746 



C.{Forlset2ung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie'' | Bezeichnung der Veroffenllichung, soweiterfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr 



LENDECKEL ET AL. : "Inhibition of alanyl 
aminopepti dase induces MAP-kinase 
P42/ERK42 in the human T eel 1 line KARPAS 
299" 

BIOCHEMICAL BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, 

Bd. 252, Nr. 1, 1998, Sei ten 5-9, 
XP000999102 

*siehe insbesondere die Zusammenfassung 
und Fig. 2 * 
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An 

Angaben zu Veroftem 



Patentfamilie 

n, die zur selben Patentfamitie gehoren 



Im Recherchenbericht 
angefuhrles Patentdckument 



wo 9844923 



EP 0167936 



Datum der 
Veroftentlichung 



!es Aktenzeichen 

P 01/00746 



Mitg!ied(er) der 
Patentfamilie 



15-10-1998 



KEINE 



15-01-1986 



JP 
CA 
DK 
US 
ZA 



61015840 A 
1241601 A 
301585 A 
4663342 A 
8504978 A 



Datum der 
Veroffentiichung 



23-01-1986 
06-09-1988 

04- 01-1986 

05- 05-1987 
26-02-1986 



ForrrtHatt i='^T ISA205 Anharg ^3:er;far-i.tie i \.u( 199C) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



tnte ^nji Application No 

PCT/EP 01/00746: 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 A61K38/48 A61K31/40 G01N33/574 GQ1N33/50 
A61P37/00 

Accordino to Intemaiional Patent Ciassitication flPC) or lo t>otn aationai ciassitcanon and fPC 



A61P35/GG 



B. RELOS SEARCHED 



Minimum oocumematron searcned iciassiticanon svsiem roitowea ov aassiticanon svirrois 

IPC 7 A61K A61P 



Documentairon searcned otner man minimum oocumeniation to !n« oxient mat sucn oocumenis are included m tne tieids searcned 



Electronic oata base consulted during me miernatonai searcn (rume ot data oase ana. wrwre practical, searcn terms used) 

EPO-Internal , PAJ, WPI Data, CANCERLIT, MEDLINE, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category « 



Citation ot document, witn mdtcaticn. wnere appropriate, of ine relevant oassages 



Relevant to ciaim No 



wo 98 44923 A (SLOAN KETTERING INST CANCER 
;XU YANG (US); SCHEINBERG DAVID (US)) 
15 October 1998 (1998-10-15) 
See in particular claims, page 5 
line 18 - page 6. line 7; pages 14-22 

EP 0 157 936 A (MICROBIAL CHEM RES FOUND) 
15 January 1986 (1986-01-15) 
See claims; page 6, lines 1-13; 
page 7, lines 9-15; 
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m 



Funher oocumems are ksted n tne continuation of box C 



m 



Patent tamuy memoers are trsted m annex. 



Special caiegones ot ateo oocumems : 

"A" doajmem tiehnmg tne oer>eraJ state o# tr>e an wnicn is not 

consKlered to be ot particuiar relevance 
*E" •arlier document but oubksneo on or after tne miemauonai 



T" later oocument puoitsned aner the mtematxxial Uitng date 
or pnoriTv date and rtot tn conttoct witn tne appljcatton but 
cued to understand tne pnnctpte or tneory urxaertymg tne 



'^ P^^y * wfuch may ttiro«¥ doubts on pooriTv ctaim(s) or 
ytwch IS oted lo estabhsn tne publication date ot anotner 
caaoon or otner special reason (as specified) 
"O* dooffnem refemng to an oral disclosure, use. exn*>iton or 



doaimefK piMished prior to tne mtemational tding date but 
later nan tne pnoniy oate dawned 



*X' document ot oarticuiar relevance: tne clavned invention 
carvxM be considered novei or cannot be consxiered to 
involve an inventive steo wnen tne oocument is taken aiorte 

~Y* document ot particular relevance: the ciavned invemon 

carmot oe considered to ir>votve an mventrve step wr»en tne 
OoAjment rs comoir>ed with one or more otner sucn Poclh 
ments. sucn combination bemg oovious to a person sluMed 
in tne art 

document member ot tne same patent tamity 





Date oi tne aouai compieuon o( tne ntemationai searcn 


Oate ot maitmg ot tne mtemationai searcn repon 

1 




2 July 2001 


j 21 Sep 2001 




Name and mamnq adoress ot the ISA 


Autnoriied otticer 




European Patent Otiice. P.B 5818 Patentiaan 2 
NL • 2280 HV ReswnK 
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Te< 340-2040, Tx 31 6bi eoo n. 
Fax: 1+31-70)340-3016 


ISERT B. 


form PCTASA/JIO iMcono sneci) (juy 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inte onal Application No 

PCT/EP G1/0Q746 



C.(Cominuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Caiegor/" 1 Caation ot document, with inaication. where appropriate, otthe relevant passages 



I Relevant to ciaim No. 



YAMAZAKI ET AL.: "Effect of ubemmex on 

the inmune system of patients with 

hematologic malignancies" 

BIOMEDICINE & PHARMACOTHERAPY, 

vol. 45, no. 2-3, 1991, pages 105-112, 

XP0OG999659 

See the abstract, and tables II, III 



KAGECHIKA ET AL: "Potent 
homophthalimide-type inhibitors of 
B15F10/L5 mouse melanoma cell invasion 
BIOLOGICAL PHARMACEUTICAL BULLETIN, 
vol. 22, no. 9, 1999. pages 1010-1012. 
XP0OO986267 

cited in the application 

See in particular the abstract 

Figs. 1,2 

LENDECKEL ET AL. : "Inhibition of alanyl 
aminopeptidase induces MAP-kinase 
p42/ERK42 in the human T cell line KARPAS 
299" 

BIOCHEMICAL BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, 

vol. 252, no. 1, 1998, pages 5-9, 
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Verwendung mindestens eines Aminopeptidasen-lnhibitors 

10 

BESCHREIBUNG : 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Verwendung mindestens eines Ami- 
nopeptidasen-lnhibitors zur Herstellung eines Arzneimittels fur die Behandlung 
15 von Tumorerkrankungen und/oder Immunkrankiieiten, ein entsprecliendes 
pharmazeutisclnes Praparat, ein Verfaliren zur Identifikation nnindestens eines 
Aminopeptidasen-lnhibitors und ein Verfahren zur Identifikation mindestens 
eines weiteren Inhibitors, der in Komblnation mit dem mindestens einen Ami- 
nopeptidasen-lnhibitor wirkt. 

20 

Aminopeptidasen sind Enzyme der Zelloberflache, die Peptide spalten. Sie 
werden von verschiedenen Zelltypen exprimiert. Ihre molekulare Funktion be- 
steht u.a. in der Degradation biologisch aktiver Peptide. Die weiteren physiolo- 
gischen, insbesondere die zellularen Funktionen der Aminopeptidasen sind 

25 bisher nicht geklart. Jungste Untersuchungen zeigen, daB Aminopeptidasen- 
Inhibitoren die Vermehrungsrate und die Invasion von Tumorzellen unterdriik- 
ken konnen. Diese Unterdruckung der Invasion wurde allgemein auf die pro- 
teolytische Aktivitat von Zelloberflachen-assoziierten Aminopeptidasen zuruck- 
gefuhrt, die die extrazellularen Matrixproteine spaiten, so da3 die Tumorzellen 

30 in Organe eindringen und in diesen Organen wandern konnen. Zu den be- 
kannten Aminopeptidasen-lnhibitoren gehoren Actinonin, Bestatin und potente 
Inhibitoren vom Homophtalimid-Typ. 
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Bestatin kann gemaB J. Yoneda et al. Clin. Exp. IVletastasis 10, 49-59, 1992 die 
Degradation des Typ IV Koilagens und damit die invasion von Tumorzellen 
verhindern. Der genannten Publikation ist au3erdem zu entnehmen, daS Be- 
statin kelnen EinfluB auf die Tumorzelladhasion und die Migration zu der extra- 
5 zellularen IVIatrix besitzt. 

Aus einer Veroffentlichung in Biol. Phann. Bull. 22, 1010-1012, 1999 geht her- 
vor, daB die Hemmung der Invasion durch einen Aminopeptidasen-lnhibitor 
vom Homophthalimid-Typ PlQ-22 auf eine Hemmung der Ausbildung von Zell- 

10 extensionen zuruckzufuhren ist, wobei die Ursache dieser Hemmung unklar 
bleibt und eine Inhibition der Aminopeptidase N, im folgenden auch mit GDI 3, 
bezeichnet, durch PIQ-22 ausgeschlossen wird. Nach der genannten Verof- 
fentlichung haben die beiden Aminopeptidasen-lnhibitoren Actinonin und Be- 
statin, die GDI 3 hemmen, gemaB in vitro Untersuchungen mit einem unspezifi- 

15 schen Matrigel-Analysesystem keine Wirkung auf die Tumorzellinvasion. Fur 
Bestatin konnte auch keine Wirkung auf die Ausbildung von Zellextensionen 
nachgewiesen werden. 

Besonders nachteilig ist die Tatsache, daB die bisher existierenden Untersu- 
20 chungsmethoden nicht die Bedingungen in vivo widerspiegein und daher hauf ig 
zu unbefriedigenden Ergebnissen fuhren. so daB die Wirkung der einzelnen 
Aminopeptidasen-lnhibitoren nicht umfassend aufgeklart werden kann. Meist 
bleibt unklar, ob die Inhibition der Aminopeptidasen bei Tumoren in vivo, d.h. 
am Patienten, wirksam ist und ob nicht sogar bei bestimmten Tumorfomien 
25 durch Inhibition der Aminopeptidasen ein gegenteiliger Effekt, bestehend in 
einer Potenzierung des Invasionsverhaltens in vivo, eintreten konnte. 

AuBerdem ist bei den Aminopeptidasen-lnhibitoren mit bekannter Wirkung der 
Wirkmechanismus vollig unbekannt, so daB keine neuen Substanzen entwik- 
30 kelt Oder identifiziert werden konnen, die nur deshalb auBerst spezifisch wirken 
konnen, weil sie in bekannter Art und Weise in die Zellfunktionen eingreifen. 
Beispielsweise konnte noch nicht geklart werden, mit welchen anderen Protei- 
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nen in ein- und derselben Zelle Aminopeptidasen Wechselwirkungen eingehen 
und in welcher Weise diese Wechselwirkungen komplexe Zellfunktionen kodie- 
ren. Es ist daher auch nicht bekannt, ob und welche zellularen Mechanismen, 
die auf solchen Wechselwirkungen beruhen, ggf. durch eine Inhibition der Ami- 
5 nopeptidasen gezielt blockiert werden konnen und welche neuen Indikationen 
sich hieraus fur einen klinischen Einsatz solcher Inhibitoren bzw. der aus die- 
sen Inhibitoren weiter entwickelten Substanzen ergeben konnten. 



Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung einen Aminopeptidasen- 
10 Inhibitor mit vordefiniertem und kontrollierbarem Wirkverhalten bereitzustellen, 
der fur die Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumorerkran- 
kungen und/oder Immunkrankheiten verwendet werden kann. Es ist weiterhin 
Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein entsprechendes pharmazeutisches 
Praparat, ein Verfahren zur Identifikation mindestens eines solchen Aminopep- 
15 tidasen-lnhibitors und ein Verfahren zur Identifikation mindestens eines weite- 
ren Inhibitors, der in Kombination mit dem mindestens einen Aminopeptidasen- 
Inhibitor wirkt, bereitzustellen. 



Eine der Aufgaben wird gelost durch eine Verwendung mindestens eines 
20 Aminopeptidasen-lnhibitors zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Tumorerkrankungen und/oder Immunkrankheiten, wobei der mindestens 
eine Aminopeptidasen-lnhibitor eine Blockierung einer Polarisienjng von inva- 
siven menschlichen Oder tierischen Tumor- und/oder Immunzellen durch Ver- 
anderung mindestens eines Oberflachenproteins CD13 als Mitglied eines Pro- 
25 teinnetzwerkes auf der Oberflache der Tumor- und/oder Immunzellen bewirkt, 
wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer Gruppe 
bestehend aus 



I. CD4 2. CDS 3. HLA-DR 4. HLA-DQ 5. CD3 

6. CD26 7. CD38 8. CD45RA 9. CD1 6 1 0. CD57 

II. CD56 12. CD7 13. CD54 14. CD58 15. GDI 38 
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16. CD13 

21.CD29 
26. CD2 
umfaBt. 



17. CD62L 
22. CD49ci 
27. CD20 



18. CD71 
23. GDIS 
28. CD10 



19. GDI lb 20.GD36 
24. GD49f 25. GDI 9 
29. GD44 30. GD80 



Mit Hilfe eines Verfahrens der simultanen Detektion einer beliebigen Anzahl 
von Proteinen der Zelloberflache wurde gefunden, daB Aminopeptidasen Zell- 
5 oberflachenproteine kontrollieren, die nicht zu der Klasse der proteolytischen 
Enzyme, sondem zu der Klasse der Adhasionsmolekule gehoren, wobei diese 
Adhasionsmolekule in einer bestimmten Kombination und raumlichen Anord- 
nung entscheidend fur die Polarisierung der Zellen sind. Aminopeptidasen sind 
hiemach Qbergeordnete Kontrollproteine in einem Proteinnetzwerk bestehend 
10 aus bis zu 30 verschiedenen Proteinspezies der Zelloberflache, welche durch 
gezielte Wechselwirkung miteinander die Polarisierung von Tumorzellen und 
von anderen invasiven Zellen, wie Immunzellen, steuem und welche oben auf- 
gefuhrt sind. Die Inhibition mindestens einer Aminopeptidase fuhrt zu einer re- 
produzierbaren Veranderung von Oberflachenproteinkombinationen auf der 
15 Zelloberflache, die stets auch eine Veranderung des GDI 3 umfaBt. Anhand 
zellbiologischer Experimente an Tumorzellen und an Immunzellen konnte ge- 
zeigt werden, daB die Inhibition und die damit verbundene Anderung der Ober- 
flachenproteinkombinationen zu einer vollstandigen Blockierung der Polarisie- 
rung der Tumorzellen bzw. der Immunzellen fuhrte. Unter Polarisierung ist hier 
20 ein Vorgang zu verstehen, bei dem eine primar spharische Zelle uber verschie- 
dene Zwischenstadien in eine langliche, gestreckte Zellform ubergeht. Dieser 
Vorgang, der eine durch das komplexe Proteinnetzwerk gesteuerte Fomnver- 
anderung darstellt, ist die Voraussetzung fur die Zellwanderung, also die Migra- 
tion, da nur Zellen mit langlicher Zellform wandem konnen. Der Vorgang der 
25 Polarisierung ist daher alien Vorgangen der Zellwanderung und damit auch der 
Invasion zwingend vorgeordnet. 

DemgemaB liegt der Erfindung die Erkenntnis zugrunde, daB genau die Ami- 
nopeptidasen-lnhibitoren, die die Veranderung mindestens des Oberflachen- 
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proteins CD13 als Mitgiied des spezifischen, oben definierten Proteinnetzwer- 
kes aus bis zu 30 Oberflachenproteinen bewirken, ganz speziffsch den ersten 
und daher wichtigsten Schritt der Invasion hemnDen und daher zur Herstellung 
eines auBerst spezifisch wirkenden und damit uberaus wirksannen Arzneimittels 
5 zur Behandlung von Tumorerkrankungen und/oder Imnnunkrankheiten verwen- 
det werden konnen. 

Der mindestens eine Aminopeptidasen-lnhibitor kann beispielsweise ein Ami- 
nopeptidasen-lnhibitor vom Homophtalimid-Typ und/oder Actinonin und/oder 

10 Bestatln und/oder ein Antikorper, insbesondere ein nnonoklonaler Antlkorper, 
gegen eines der Oberflachenproteine sein. Insbesondere Bestatin wirkt entge- 
gen den oben dargelegten Annahmen durcli den genannten Wirkmechanismus 
und fuhrt zu einer Veranderung der Oberflachenproteine des Proteinnetzwerks, 
das Proteine aus der oben genannten Gruppe umfaBt. Als besonders wir- 

15 kungsvoll haben sich weiterhin das Actinonin, RB 3014 und ein gegen eine ex- 
trazellulare Domane des CD13 gerichteter, nnonoklonaler Antikorper (Klon 
SJ1D1) enA/iesen. 

Da durch die oben spezifizierten Aminopeptidasen-lnhibitoren neben der Pola- 
20 risierung von Tumorzellen auch die Polarisierung von Immunzellen wirkungs- 
voll verhindert werden kann, konnen durch Verwendung der Aminopeptidasen- 
lnhibitoren wirkungsvolle Arzneimittel zur Behandlung von Autoimmunkrankhei- 
ten Oder Absto3ungsreaktionen von transplantierten Organen oder Allergien, 
insbesondere Allergien der Atemwege, bereitgestellt werden. 

25 

Vorteilhafterweise kann zur Herstellung des Arzneimittels mindestens ein wei- 
terer Inhibitor eingesetzt wird, der mindestens ein Oberflachenprotein verandert 
und/oder inhibiert, das keine Aminopeptidase ist. Unter Inhibition ist in diesem 
Fall die allgemeine Hemmung der Funktion des mindestens einen Oberfla- 
30 chenproteins zu verstehen, die auch durch eine Expressionsanderung erfolgen 
kann. Durch den Einsatz einer Inhibitorkombination kann die Blockierung der 
Polarisierung enorm verstarkt werden. Beispielsweise kann als ein weiterer 
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inhibitor ein Antikorper gegen CD45RA eingesetzt werden. Gerade dieser Inhi- 
bitor verstarkt die Wirkung eines Aminopeptidasen-lnhibitor nach der obigen 
Definition besonders, so daB die Polarisierung durch diese Inhibitorkombination 
gezielt und besonders effektiv gehemmt werden kann. 

5 

Mindestens ein Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder mindestens ein weiterer 
Inhibitor kann insbesondere neben der Veranderung des CD13 eine Verande- 
rung mindestens eines weiteren Oberflachenproteins der Tumor- und/oder Im- 
munzellen bewirken, das die Adhasion an Endothelzellen und/oder extrazellula- 
10 re Strukturen, insbesondere an organspezifische Endothelzellen und/oder an 
organspezifische extrazellulare Strukturen, vermittelt. Mindestens ein Amino- 
peptidasen-lnhibitor und/oder mindestens ein weiterer Inhibitor kann auch eine 
Veranderung der adhasiven Funktionen von Endothelzellen bewirken. Auf die- 
se Weise kann verhindem werden, daB die Tumor- und/oder Immunzellen an 

15 die Endothelzellen binden, was fur die Polarisierung unerlaBlich ist. Urn eine 
Invasion in ein bestimmtes Organ oder die Migration innerhalb dieses Organs 
gezielt zu verhindem, konnen diejenigen Aminopeptidase-lnhibitoren bzw. die- 
jenigen weiteren Inhibitoren eingesetzt werden, die spezifisch die Bindung an 
die organspezifische Endothelzellen und/oder die organspezifischen extrazellu- 

20 laren Strukturen blockieren. 

Besonders vorteilhaft ist es weiterhin. wenn durch mindestens einen 
Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder durch mindestens einen weiteren Inhibitor 
die Expression mindestens eines Oberflachenproteins, insbesondere eines 
25 Adhasionsmolekuls, beeinfluBbar ist. 

Eine der obigen Aufgaben wird durch ein pharmazeutlsches Praparat gelost. 
das unter einer Venwendung mindestens eines Aminopeptidasen-lnhibitors 
und/oder einer Kombination von mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor 
30 und mindestens einem weiteren Inhibitor nach den obigen Ausfuhrungen her- 
Stellbar ist. 



w o 01/54707 



PCT/EPO 1/00746 



7 

Weiterhin wird eine der aufgefuhrten Aufgaben durch ein Verfahren zur Identifi- 
kation von Aminopeptidasen-lnhibitoren gelost, die eine Blockierung einer Pola- 
risierung von invasiven menschlichen oder tierischen Tumor- und/oder Immun- 
zellen bewirken, wobei bei dem Verfahren zunachst Oberflachenproteinkombi- 
5 nationen eines Proteinnetzwerkes detektiert werden, die sich auf der Oberfla- 
che der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen befinden, wobei das 
Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer Gruppe bestehend 
aus 



1. CD4 


2. CDS 


3. HLA-DR 


4. HLA-DQ 


5. CD3 


6. CD26 


7. CD38 


8. CD45RA 


9. CD16 


10. CD57 


1 1 . CD56 


12. CD7 


13. CD54 


14. CD58 


15. GDI 38 


16. CD13 


17. CD62L 


18. CD71 


19. CDIIb 


20. CD36 


21. CD29 


22. CD49d 


23. CD18 


24. CD49f 


25. GDI 9 


26. CD2 


27. CD20 


28. CD10 


29. CD44 


30. GD80 



10 

umfaBt. In einem nachsten Schritt werden die Oder gieichartige Tumor- 
und/oder Immunzellen mit mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor be- 
handeit. AnschlieBend werden die Oberflachenproteinkombinationen des Pro- 
teinnetzwerkes, die sich auf der Oberflache der behandelten Tumor- und/oder 

15 Immunzellen befinden, detektiert und mit den Oberflachenproteinkombinatio- 
nen des Proteinnetzwerks, die sich auf der Oberflache der unbehandelten Tu- 
mor- und/oder Immunzellen befinden, verglichen. Der mindestens eine Amino- 
peptidasen-lnhibitor bewirkt bei einer Abweichung durch mindestens eine Ver- 
anderung des Oberflachenproteins GDI 3 die Blockierung der Polarisierung der 

20 Tumor- und/oder Immunzellen. 

In einem zusatzlichen Schritt kann der mindestens eine identifizierte Aminopep- 
tidasen-lnhibitor zu mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immun- 
zelle zugegeben werden und die weitere Entwicklung der mindestens einen 
25 polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert werden, um so die tat- 
sachliche Blockierung der Polarisierung nachzuweisen. 
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Das Verfahren kann weiterhin einen Kontrollschritt umfassen, bei denn die Bin- 
dung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an organspezifische 
Endothelzellen und/oder an organspezifische extrazellulare Strukturen detek- 

5 tiert wird, die Bindung der mit dem mindestens einen identifizierten Aminopep- 
tidasen-lnhibitor behandelten Tumor- und/oder Immunzellen an die organspezi- 
fischen Endothelzellen und/oder die organspezifischen extrazellularen Struktu- 
ren detektiert wird und die detektierten Bindungen verglichen werden. Wird bei 
den behandelten Tumor- und/oder Immunzellen eine vemninderte Bindung 

10 festgestellt, wird die Polarisierung besonders effektiv gehemmt, da eIne wir- 
kungsvolle organspezifische Adhasion verhindert wird. 

Eine der obigen Aufgaben wird durch ein Verfahren zur Identifikation von Inhibi- 
toren gelost, die in Kombination mit mindestens einem Aminopeptidasen- 
15 Inhibitor eine Blockierung einer Polarisierung von invasiven menschlichen oder 
tierischen Tumor- und/oder Immunzellen bewirken, wobei in dem Verfahren 
zunachst Oberflachenproteinkombinationen eines Proteinnetzwerkes, die sich 
auf der Oberflache der unbehandelten Tumor- und/oder immunzellen befinden, 
detektiert werden, wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine 
20 aus einer Gruppe umfaBt, deren Zusammensetzung bereits oben aufgefuhrt ist. 
Die Oder gleichartige Tumor- und/oder Immunzellen werden mit mindestens 
einem potentiellen Inhibitor behandelt und die Oberflachenproteinkombinatio- 
nen des Proteinnetzwerkes. die sich auf der Oberflache der behandelten Tu- 
mor- und/oder Immunzellen befinden, werden detektiert. Daraufhin werden die 
25 detektierten Oberflachenproteinkombinationen verglichen, wobei der minde- 
stens eine Inhibitor bei einer Abweichung durch mindestens eine Veranderung 
eines Oberflachenproteins zur Blockierung der Polarisierung der Tumor- 
und/oder Immunzellen geeignet ist. 

30 Die Oder die gleichartigen Tumor- und/oder Immunzellen kdnnen neben dem 
mindestens einen Inhibitor auch mit mindestens einem Aminopeptidasen- 
Inhibitor behandelt werden, wobei die Kombination von dem mindestens einen 
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Inhibitor und dem mindestens einen Aminopeptidasen-lnlnibitor bei einer Ab- 
weichung der in den zwei verschiedenen Schritten detektierten 
Oberfiachenproteinkombinationen durcli mindestens eine Veranderung eines 
Oberflachenproteins CD13 die Blockierung der Polarisierung der Tumor- 
5 und/oder Immunzellen bewirkt. 

Das Verfahren kann auRerdem einen weiteren Schritt umfassen, bei dem der 
mindestens eine identifizierte Inhibitor oder eine Kombination aus dem minde- 
stens einen identifizierten Inhibitor und dem mindestens einem Aminopeptida- 
10 sen-Inhibitor zu mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immunzefle 
zugegeben wird und die weitere Entwicklung der mindestens einen polarisie- 
renden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert wird. 

Vorteilhafterweise kann das Verfahren einen Kontrollschritt umfassen, in dem 
15 die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an organspezlfi- 
sche Endothelzellen und/oder an organspezifische extrazellulare Strukturen 
detektiert wird, in dem die Bindung der mit dem mindestens einen identifizierten 
Inhibitor und/oder mit einer Kombination aus dem mindestens einen identifizier- 
ten Inhibitor und dem mindestens einen Aminopeptidasen-lnhibitor behandelten 
20 Tumor- und/oder Immunzellen an die organspezifischen Endothelzellen 
und/oder die organspezifischen extrazellularen Strukturen detektiert wird und in 
dem die detektierten Bindungen verglichen werden. 

Grundsatzlich kann das Detektieren der Oberflachenproteinkombinationen Ver- 
25 fahrensschritte eines automatisierten Verfahrens zur Bestimmung von Molekiil- 
klassen, Molekuigruppen oder Molekulteilen in einem festen Oder flussigen Ob- 
jekt gemaB der DE 197 09 348 C umfassen. Bei diesen Verfahrensschritten 
konnen in ein- und demselben Objekt, namlich beispielsweise in einer Probe 
von Immunzellen und/oder Tumorzellen, Oberflachenproteine mittels sequen- 
30 tieller Aufbringung von Reagenzlosungen Yn (n = 1,2,3...N) mittels einer auto- 
matischen Vorrichtung untersucht und gemessen werden, wobei die Verfah- 
rensschritte umfassen: 
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I. Aufnahme einer ersten Reagenzlosung Y1 aus einem Behalter, 
der die Reagenzlosung enthalt, 

II. Aufbringen der Reagenzlosung Y1 auf das Objekt, das sich auf 
einer objelcttragenden Vorrichtung befindet, 

5 III. Einwirken der Reagenzlosung uber einen automatisch 

eingestellten Zeitraum, 

IV. Aufnahme von mindestens einem Einzeimarkierungsmuster des 
zuvor mit der ersten Reagenzlosung Y1 markierten Objekts, 

V. Wiederholung der Schritte i-IV durch Aufbringen der ersten 
10 Reagenzlosung Y1 oder einer zweiten Reagenzlosung Y2 Oder 

eines Gemisches aus erster und zweiter Reagenzlosung, und 

VI. Wiederholung der Schritte I bis V mit weiteren Reagenzlosungen 
Yn (n = 2,3...N) oder einem Gemisch davon und wobei 

die in jedem Verfahrenszyklus erhaltenen Markierungsverteilungsmuster durch 
15 computergestutzte Bilduberlagerung in ein komplexes molekulares 
Kombinationsmuster des zu untersuchenden Objekts uberfuhrt werden. 

Aus diesem Kombinationsmuster konnen Informationen uber das 
Vorhandensein der oben genannten Proteine gewonnen werden und damit 
20 auch die Oberflachenproteinkombinationen detektiert werden, wenn die 
venwendeten Reagenzlosungen markierte Substanzen enthalten. die gegen die 
entsprechenden Proteine gerichtet sind. 

Bei den aufgefuhrten Kontrollschritten wird uberpriift, ob die Polarisierung 
25 durch den mindestens einen Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder den 
mindestens einen weiteren Inhibitor verhindert wird, indem die Bindung 
bestimmter Molekule an definierte Strukturen gehemmt wird. Diese 
Kontrollschritte konnen durchgefuhrt werden, indem Immunzellen 
(Lymphozyten) und/oder Tumorzellen in Fomn eines kontinuierlichen Zellflusses 
30 in einem speziellen Gerat. das in der DE 1 99 32 1 58 A beschrieben wird. iiber 
mindestens eine Probe mit den definierten Strukturen geleitet werden. 
Wahrend ohne Behandlung mit dem mindestens einen Aminopeptidasen- 
lnhibitor und/oder dem mindestens einen weiteren Inhibitor eine Bindung der 
Zellen an die definierten Strukturen erfolgen sollte, findet nach der Behandlung 
35 der Zellen mit dem mindestens einen Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder dem 



wo 01/54707 



PCT/EPOl/00746 



11 

mindestens einen weiteren Inhibitor keine Bindung oder eine verminderte 
Bindung an die Strukturen statt. Die Probe kann beispieisweise aus einem 
Organgewebeschnitt bestehen. 

5 Weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung gehen aus den im folgenden auf- 
gefuhrten Untersuchungsergebnissen hervor, die unter anderem anhand von 
einer Figur beschrieben werden. 

Die Figur zeigt in zeitlicher Abfolge Fotografien von polarisierenden Zel- 
10 len, unbehandelt und mit einem Targetinhibitor behandelt. 

Mit Hilfe zainlreicher Untersuchungen konnten die bereits oben aufgefulirten 30 
Zelloberfiachenproteine identifiziert werden, die zu einem spezifischen Protein- 
netzwerk gehoren, das die friihen Phasen der Polarlsierung von Tumorzellen 

15 und Immunzellen kontrolliert. In einer weiteren Untersuchung wurden nun 
Oberflachenproteinkombinationen dieses Proteinnetzwerkes von Karpas-Zellen 
unbehandelt und nach der Behandlung mit dem Aminopeptidasen-lnhibitor Ac- 
tinonin detektiert. Zu diesem Zweck wurden zwei Gruppen V1 und V2 von Kar- 
pas-Zellen gebildet, wobei die Zellen der Gruppe V1 nicht behandelt wurden, 

20 wahrend die Zellen der Gruppe V2 mit Actinonin behandelt wurden. In Tabelle 
2 sind diejenigen Oberflachenproteinkombinationen zusammengestellt, die so- 
wohl bei den mit Actinonin behandelten als auch bei den unbehandelten Zellen 
vorkommen. In dieser und den weiteren Tabellen 3 und 4 sind jedoch beispiel- 
haft nur 18 der 30 Proteine aufgefuhrt, wobei die detektierten Proteine mit 1 

25 gekennzeichnet sind und die nicht-detektierten Proteine mit 0 gekennzeichnet 
sind. 

Die Proteine sind von 1 bis 1 8 durchnumeriert, wobei die Nomenklatur aus der 
Tabelle 1 hervorgeht. 

30 
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Tabelle 1 

1 CD2 2. CDS 3.CD4 4. CDS 5.CD16 6. CD56 

7.CD57 8.CD26 9. CD38 10.CD71 11.HLA-DR 12. HLA-DQ 

13.CD11b 14.CD45RA 15.CD7 16. CD62L 17. CD36 18.CD19 

Die in den Tabellen 2 bis 4 angegebenen Zellanzahlen beziehen sich auf je- 
weils 1000 untersuchte Zellen in den Gmppen VI und V2. In der Tabelle 2 ist 
eine Gesamtanzahl von 203 unterschiedlichen Proteinkombinationen aufge- 

fuhrt. 

In der Tabelle 3 sind die Oberflachenproteinkomblnationen aufgefuhrt, die nur 
bei den unbehandelten Karpas-Zellen vorkommen und nie bei den Actinonin- 
behandelten Karpas-Zellen zu finden sind. Die Anzahl der in dieser Tabelle 3 
bezeichneten Proteinkombinationen betragt 131 . 

in der Tabelle 4 sind schlieRiich diejenigen Qberflachenproteinkombinationen 
aufgefuhrt, die ausschlieBlich bei den Actinonin-behandelten Karpas-Zellen 
vorkommen. Die Tabelle 4 enthalt 60 verschiedene Proteinkombinationen. 

Aus den Tabellen 2 bis 4 geht heivor. daB bei Betrachtung von lediglich 18 
Proteinen der 30 Proteine insgesamt 394 unterschiedliche Oberflachenprotein- 
kombinationen auftreten, wobei bei den unbehandelten Zellen insgesamt 334 
unterschiedliche Kombinationen zu finden sind und bei den behandelten Zellen 
insgesamt 263 unterschiedliche Kombinationen detektiert werden konnen. Die 
hiemiit nachgewiesene Anderung der Oberflachenproteinkombinationen fuhrt 
zu einer spezifischen Blockierung der Zellpolarisierung. 

25 Eine weitere Untersuchung wird anhand der Figur erlautert. In (I) ist der norma- 
le zellulare ProzeB der Polarisierung einer Tumorzelle gezeigt. Durch in vitro 
life imaging wird erfaBt, wie sich eine Sarkom-Zelle aus einer primar sphari- 
schen Zellform heraus uber die Bildung von 3 Zellextenslonen (tripolare Zell- 
form) und anschlieBende gezlelte Ruckbildung nur einer der drei Extensionen 



15 



20 
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(weiBer Pfeil bei 360 min) polarisiert. Die Definition einer Langsachse ist Vor- 
aussetzung fur die darauf folgende Zellmigration. In (11) ist nachgewiesen, daB 
die Applikation eines seiektiven Targetinhibitiors, hier ein monoklonaler Anti- 
korper gegen eine extrazellulare Domane des CD13 (schwarzer Pfeil), die Zell- 
5 polarisierung vollstandig verhindert. Die Zelle wird spharisch und hoch adhasiv, 
was aus dem Vergleich zwischen einer Fotografie der inhibierten Zelle (II) nach 
480 min und einer Fotografie der nicht-inhibierten Zelle (I) nach 480 min (I) her- 
vorgeht. 

10 Ahnliche Ergebnisse erhalt man bei dem Einsatz von Actinonin Oder Bestatin 
als Targetinhibitor. 
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Tabelle 2 



1 Proteincode^ 



Proteine[1 -181, binar 



VI 
Zellan- 
zahl 



Nr. 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 



in 

1/1000 



V2 
Zellan- 
zahl 



in 

1/10001 



1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 



0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 



1 1 

0 0 



1 1 



0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 

0 
0 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



1 1 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 

0 
0 
0 
0 
0 
0 



1 
1 
1 

0 
0 
0 
0 
0 

1 
1 

0 

1 
1 
1 

0 
0 

1 

0 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 



0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 



0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 



0 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

0 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

0 

1 
1 

0 

1 

0 
0 
0 

1 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 



0 

1 

0 
0 
0 

1 
1 

0 

1 
1 

0 

1 

0 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

0 
0 
0 
0 
0 

1 



0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 
1 

0 

1 
1 

0 

1 
1 

0 
0 
0 
0 
0 



0 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

0 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

0 

1 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



0 

1 

0 
0 

1 

0 

1 

0 

1 



1 1 

0 0 



0 
0 
0 

1 



1 1 
1 1 



1 1 



1 1 

0 
0 
0 
0 

1 

0 



0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 



1 

0 
0 

1 

0 

1 1 



0 
0 

1 



1 1 
1 1 

0 0 



1 1 

0 0 

1 
1 
1 

0 
0 

1 
1 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



1 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 

0 
0 



1 
1 

0 

1 

0 
0 
0 

1 

0 
0 
0 

1 
1 
1 

0 
0 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



1 1 
1 1 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 



136.4 
78.2 
71.9 
40.0 
50.7 
43.9 
43.0 
26.5 
33.2 
23.5 
20.6 
21.5 
29.4 
13.2 
15 
17.1 
15.7 
14.6 
9.8 
3.7 
11 
9.2 
7.5 
8.6 
6.9 
3.1 
5.9 
4.4 
4.9 
7.7 
6.8 
3.5 
4.2 
6.2 
4.5 
3.0 
4.2 
3.8 
5.5 



153.2 
91.9 
57.6 
62.2I 
37.1 
44.31 
37.6 
41.81 
31. 
29.- 
29.31 
24.2 
15.4 
22.3 
17.3 
15.0 
15.5 
9.7 
13.4 
14.5 
6.3 



' Proteincode = Binarcode pro Zeile 
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Verwendung eines Aminopeptidasen-lnhibitors 



10 

ANSPRUCHE : 

1 . Verwendung mindestens eines Aminopeptidasen-lnhibitors zur Herstel- 
lung eines Arznelmittels zur Behandlung von Tumorerkranl<ungen 

15 und/oder Immunkrankhelten, wobei der mindestens eine Aminopeptida- 

sen-lnhlbitor eine Blockierung einer Polarisierung von invasiven 
menschlichen Oder tierischen Tumor- und/oder Immunzellen durch Ver- 
anderung mindestens eines Oberflaclienproteins CD13 als IVlitglied ei- 
nes Proteinnetzwerkes auf der Oberflache der Tumor- und/oder Immun- 

20 zellen bewirkt, wobei das Proteinnetzwerk bis zu 30 Oberflachenproteine 

aus einer Gruppe bestehend aus 



1.CD4 


2. CDS 


3. Hi-A-DR 


4. HLA-DQ 


5.CD3 


6. CD26 


7. CD38 


8. CD45RA 


9. CD16 


10. CD57 


11.CD56 


12. CD7 


13. CD54 


14. CD58 


15. GDI 38 


16. CD13 


17. CD62L 


18.CD71 


19.CD11b 


20. CD36 


21 . CD29 


22. CD49d 


23. CD18 


24. CD49f 


25. GDI 9 


26. CD2 


27. CD20 


28. CD10 


29. CD44 


30. CD80 



umfaBt. 

25 

2. VenA/endung nach Ansprucli 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 
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daB der mindestens eine Aminopeptidasen-lnhibitor ein Aminopeptida- 
sen-lnhibitor vom Homophtalimid-Typ und/oder Actinonin und/oder Be- 
statin und/oder ein Antikorper, insbesondere ein monoklonaler Antikor- 
per, gegen eines der Oberflachenproteine ist. 

5 

3. Verwendung nach einem der vorhergeiienden AnsprCiclie, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Immunkrankheiten Autoimmunkranklieiten oder AbstoBungsre- 
aktionen von transplantierten Organen oder Allergien, insbesondere Al- 
io lergien der Atennwege, sind. 



4. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zur Herstellung des Arzneimittels mindestens ein weiterer Inhibitor 
15 eingesetzt wird, der mindestens ein Oberflachenprotein inhibiert, das 

keine Aminopeptidase ist. 



5. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB mindestens ein Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder mindestens ein 

weiterer Inhibitor eine Veranderung mindestens eines Oberflachenprote- 
ins der Tumor- und/oder Immunzellen bewirkt, das die Adhasion an En- 
dothelzellen und/oder extrazellulare Strukturen, insbesondere organ- 
spezifische Endothelzellen und/oder organspezifische extrazellulare 

25 Strukturen, vermittelt. 



6. Venwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mindestens ein Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder mindestens ein 
30 weiterer Inhibitor eine Veranderung der adhasiven Funktionen von En- 

dothelzellen bewirkt. 
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7. Verwendung nach einem der voitiergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB durch mindestens einen Aminopeptidasen-lnhibitor und/oder durch 
mindestens einen welteren Inhibitor die Expression mindestens eines 
Oberflachenproteins, insbesondere eines Adhasionsnnolekuls, beein- 
fiuBbar ist. 

8. Pharmazeutisches Praparat, das unter einer Verwendung mindestens 
eines Aminopeptidasen-lnhibitors oder einer Kombination von minde- 
stens einem Aminopeptidasen-lnliibitor und mindestens einem weiteren 
Inliibitor nach den Anspruchen 1 bis 7 herstellbar ist. 

9. Verfahren zur Identifikation mindestens eines Aminopeptidasen- 
lnhibitors, der eine Blockierung einer Polarisierung von invasiven 
menschlichen oder tierlschen Tumor- und/oder Immunzellen bewirkt, 
folgende Schritte umfassend: 

Detektieren von Oberflachenproteinkombinationen eines Protein- 
netzwerkes, die sich auf der Oberflache der unbehandelten Tu- 
mor- und/oder Immunzellen befinden, wobei das Proteinnetzwerk 
bis zu 30 Ot>erflachenproteine aus einer Gruppe bestehend aus 



1.CD4 


2. CDS 


3. HLA-DR 


4. HLA-DQ 


5. CD3 


6. CD26 


7. CD38 


8. CD45RA 


9. CD16 


10. CD57 


1 1 . CD56 


12. CD7 


13. CD54 


14. CD58 


15. GDI 38 


16. CD13 


17. CD62L 


18. CD71 


19. CDIIb 


20. GD36 


21 . CD29 


22. CD49d 


23. GDI 8 


24. CD49f 


25. GDI 9 


26. CD2 


27. CD20 


28. CD10 


29. CD44 


30. GD80 



umfaBt; 



20 



a) 



25 
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b) Behandeln der Oder gleichartiger Tumor- und/oder Immunzellen 
mit mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor; 

c) Detektieren der Oberflachenproteinkombinationen des Protein- 
5 netzwerkes, die sich auf der Oberflache der behandelten Tumor- 

und/oder Immunzellen befinden; und 

d) Vergleichen der in Scliritt a) und in Schritt c) detektierten Oberfla- 
chenproteinkombinationen, wobei der mindestens eine Amino- 
peptidasen-lnhibitor bei einer Abweichung der in Schritt a) detek- 
tierten Oberflachenproteinkombinationen von den in Schritt c) de- 
tektierten Oberflachenproteinkombinationen durch mindestens 
eine Veranderung des Oberflachenproteins GDI 3 die Blockierung 
der Polarisierung der Tumor- und/oder Immunzellen bewirkt. 

Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem 
der mindestens eine in Schritt d) identifizierte Aminopeptidasen-lnhibitor 
zu mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle zu- 
gegeben wird und die weltere Entwicklung der mindestens einen polari- 
sierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert wird. 

1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 9 Oder 1 0, 

25 dadurch gekennzeichnet, 

daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem 
die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an or- 
ganspezifische Endothelzellen und/oder an organspezifische extrazellu- 
lare Strukturen detektiert wird, in dem die Bindung der mit dem minde- 

30 stens einen in Schritt d) identifizierten Aminopeptidasen-lnhibitor behan- 

delten Tumor- und/oder Immunzellen an die organspezifischen Endo- 



10 



15 



10. 



20 
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thelzellen und/oder die organspezifischen extrazellularen Strukturen de- 
tektiert wird und in dem die detektierten Bindungen vergllchen werden. 

1 2. Verfahren zur Identifikation mindestens eines Inhibitors, der in Kombina- 
5 tion mit mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor eine Biockierung 

einer Polarisierung von Invasiven menschlichen oder tierischen Tumor- 
und/oder Immunzelien bewirkt, folgende Schritte umfassend: 

a) Detektieren von Oberflachenproteinkombinationen eines Protein- 
10 netzwerkes, die sich auf der Oberflaclne der unbeliandeiten Tu- 

mor- und/oder Immunzelien befinden, wobei das Protelnnetzwerk 
bis zu 30 Oberflachenproteine aus einer Gruppe bestehend aus 



20 



1.CD4 


2. CDS 


3. HLA-DR 


4. HLA-DQ 


5. GD3 


6. CD26 


7. CD38 


8. CD45RA 


9. GDI 6 


10. GD57 


11.CD56 


12. CD7 


13. CD54 


14. GD58 


15. GDI 38 


16. GDI 3 


17. CD62L 


18. CD71 


19. GDI lb 


20. GD36 


21 . CD29 


22. CD49d 


23. GDI 8 


24. GD49f 


25. GDI 9 


26. CD2 


27. CD20 


28. GD10 


29. GD44 


30. GD80 



15 umfaBt; 

b) Behandein der oder gleichartiger Tumor- und/oder Immunzelien 
mit mindestens einem potentiellen Inhibitor, der nicht gegen eine 
Aminopeptidase gerichtet ist; 

c) Detektieren der Qberfiachenproteinkombinationen des Protein- 
netzwerkes, die sich auf der Oberflache der behandelten Tumor- 
und/oder Immunzelien befinden; und 

25 d) Vergleichen der in Schritt a) und in Schritt c) detektierten Oberfla- 

chenproteinkombinationen, wobei der mindestens eine Inhibitor 
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bei einer Abweichung der in Schritt a) detektierten Oberflachen- 
proteinkombinationen von den in Schritt c) detektierten Oberfla- 
chenproteinkombinationen durch mindestens eine Veranderung 
eines Oberflachenproteins zur Blockierung der Polarisierung der 
5 Tumor- und/oder Immunzellen geeignet ist. 



1 3. Verfahren nacli Anspruch 1 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daf3 die Oder die gleichartigen Tumor- und/oder Immunzellen in Schritt b) 
10 auch mit mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor behandelt wer- 

den, wobei die Kombination von dem mindestens einen Inhibitor und 
dem mindestens einen Aminopeptidasen-lnhibitor bei einer Abweichung 
der in Schritt a) detektierten Oberflachenproteinkombinationen von den 
in Schritt c) detektierten Oberflachenproteinkombinationen durch minde- 
15 stens eine Veranderung eines Oberflachenproteins GDI 3 die Blockie- 

rung der Polarisierung der Tumor- und/oder Immunzellen bewirkt. 



14. Verfahren nach einem der Anspruche 12 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem 

der mindestens eine in Schritt d) identifizierte Inhibitor oder eine 
Kombination aus dem mindestens einen in Schritt d) identifizierten 
Inhibitor und mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibitor zu 
mindestens einer polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle 

25 zugegeben wird und die weitere Entwicklung der mindestens einen 

polarisierenden Tumor- und/oder Immunzelle detektiert wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 daB das Verfahren nach Schritt d) einen weiteren Schritt umfaBt, in dem 

die Bindung der unbehandelten Tumor- und/oder Immunzellen an or- 
ganspezifische Endothelzellen und/oder an organspezifische extrazellu- 
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lare Strukturen detektiert wird, in dem die Bindung der mit dem minde- 
stens einen in Schritt d) identiflzierten Inhibitor Oder nrilt einer Konnblnati- 
on aus dem mindestens einen in Schritt d) identiflzierten Inhibitor und 
mindestens einem Aminopeptidasen-lnhibltor behandelten Tumor- 
und/oder Immunzeilen an die organspeziflschen Endothelzeilen 
und/oder die organspeziflschen extrazellularen Strukturen detektiert wird 
und in dem die detektierten BIndungen verglichen werden. 
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